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Resumo 
 
Neospora caninum é um protozoário intracelular obrigatório descrito como 
infetante de cães e gado bovino, que se transmite por via oral e transplacentária. 
Apesar da infeção pelo parasita raramente apresentar doença clínica em animais não 
gestantes, é uma das principais causas de aborto em gado bovino, levando a 
avultadas perdas económicas na indústria de lacticínios e de carne. Está amplamente 
descrito que a resposta imunitária protetora contra N. caninum tem essencialmente um 
cariz celular para o qual as células do sistema mononuclear fagocitário, 
nomeadamente macrófagos e células dendríticas, têm uma importância fundamental. 
O presente trabalho procurou estudar através de um modelo in vitro, a resposta de 
macrófagos ao estímulo com NcT viáveis ou ainda irradiados ou opsonizados. Para 
esse efeito, foi medida a expressão de CD80, CD86 e MHC classe II, assim como a 
produção de IL-10, IL-12 e TNF-α. Verificou-se que às 24 horas todas as condições 
induziram um aumento generalizado na produção de citocinas em relação ao controlo, 
embora a irradiação tenha aparentemente reduzido a capacidade ativação de 
macrófagos por parte do parasita e a opsonização tenha induzido uma produção 
superior de IL-12. Verificou-se também que não houve alteração na expressão de 
MHCII, enquanto a expressão de CD86 e CD80 aumentou em condições e proporções 
de NcT por macrófago específicas. 
Foi também utilizado um modelo de infeção por N. caninum em ratinhos 
C57BL/6, estabelecida por inoculação intragástrica de taquizoítos, para tentar 
caracterizar os locais de entrada do parasita no trato gastrointestinal, o tempo pós-
inoculação a que esta ocorre, e quais as células suscetíveis de serem invadidas. 
Constatou-se que seis horas após a administração, os taquizoítos já tinham 
atravessado a parede intestinal e chegado aos gânglios linfáticos mesentéricos. Foi 
também observada marcação específica para antigénio F4/80 de macrófagos e células 
dendríticas na lâmina própria do intestino e GLMs. 
 
Palavras chave: Neospora caninum, macrófagos, trato gastrointestinal, taquizoítos, 
CD80, CD86, MHC classe II, IL-10, IL-12, TNF-α. 
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1. Introdução 
 
1.1 Neospora caninum 
 
O protozoário Neospora caninum é um coccideo Apicomplexa, intracelular 
obrigatório, estreitamente relacionado com Toxoplasma gondii que parasita várias 
espécies animais, tendo sido descrito como infetante de gado bovino e cães 
domésticos. Contudo, pode também ocasionalmente infetar outras espécies como 
cavalos, ovelhas, cabras e cervídeos1. Foi identificado pela primeira vez em cães na 
Noruega, em 1984 por Bjerkäs et al.1 e descrito por Dubey et al., -em 1988, embora 
vários investigadores já suspeitassem que um novo género de parasita estaria a 
provocar abortos em gado bovino 2. Desde essa altura foram identificados oocistos e 
detetados anticorpos específicos para Neospora caninum (N. caninum) em vários 
pontos do mundo1. 
Uma vez que é uma das principais causas de aborto em gado bovino, é um dos 
parasitas de maior importância económica nestes animais, embora geralmente não 
apresente sintomatologia em animais não gestantes3. Em vacas infetadas 
experimentalmente, a única alteração registada durante a monitorização foram picos 
bifásicos de febre 4,5. 
 Os bovinos infetados com N. caninum apresentam uma probabilidade de 
abortar 3 a 7 vezes superior à de animais não infetados6, estimando-se que nos 
Estados Unidos seja a causa de 20 % dos abortos registados nestes animais7, 
enquanto no Reino Unido esta percentagem está avaliada em aproximadamente 13 
%8. 
 
1.1.1 Ciclo de vida e morfologia 
 
 O ciclo de vida de N. caninum é o típico ciclo heteroxeno facultativo, com 
hospedeiros definitivos, neste caso, o cão e coiote, e vários hospedeiros 
intermediários9. É tipificado por 3 estádios infetantes; taquizoítos, quistos tecidulares 
contendo bradizoítos, e oocistos. Os taquizoítos e quistos tecidulares, são os estádios 
encontrados em hospedeiros intermediários e ocorrem ambos intracelularmente10. Os 
taquizoítos apresentam forma de meia-lua, medem aproximadamente 6 × 2 μm, 
possuem um núcleo central e não possuem grânulos de amilopectina. Dividem-se 
 2 
 
rapidamente no interior das células e podem infetar vários tipos celulares, tais como 
células renais, nervosas, macrófagos, células do epitélio vascular, miócitos, 
hepatócitos e trofoblastos placentários11, 12,13. 
 Os quistos tecidulares apresentam normalmente forma redonda ou oval, têm 
até 107 μm de diâmetro com uma parede de 4 μm de espessura no cão, enquanto em 
fetos bovinos apresentam dimensões mais pequenas, raramente ultrapassando 50 μm 
de diâmetro e paredes de 2.5 μm de espessura11,12. Os bradizoítos neles contidos, são 
células de multiplicação lenta, finos, medem aproximadamente 6.5*1.5 μm, têm um 
núcleo localizado terminalmente e, ao contrário dos taquizoítos, possuem grânulos de 
amilopectina. Estes quistos tecidulares são encontrados primariamente no sistema 
nervoso central, embora já tenham sido identificados noutros tipos de tecido, como por 
exemplo o músculo13, apresentando neste caso uma parede de menor espessura, 0.3 
a 1 μm13,14,15. Os oocistos possuem aproximadamente 10 a 12 μm de diâmetro, 
encontram-se em estado não esporulado quando são excretados através das fezes do 
hospedeiro definitivo, esporulando em aproximadamente 24 horas, e dando origem a 
oocistos contendo 2 esporocistos, cada um com 4 esporozoítos16. Tal como os 
oocistos de outros coccídeos, são resistentes a fatores ambientais, e aparentemente 
são o elemento chave na epidemiologia da neosporose17. 
Embora ainda não esteja provado, presume-se que a reprodução sexuada se 
dê nas células do epitélio intestinal do hospedeiro definitivo, através de 
gametogénese, singamia e produção e excreção de oocistos18. 
A reprodução assexuada ocorre no hospedeiro intermediário. Os taquizoítos dividem-
se rapidamente em vários tipos de células do hospedeiro, diferenciando-se depois em 
bradizoítos, cuja taxa de divisão já é mais lenta. O parasita persiste nesta forma nos 
tecidos do hospedeiro, podendo durante a gestação, com a imunossupressão que lhe 
está associada, reativar-se diferenciando-se novamente em taquizoítos e espalhando-
se para outros tecidos, nomeadamente para a placenta e para o feto18. Esta 
transmissão efetuada por via transplacentária, é denominada por transmissão vertical, 
sendo o N. caninum um dos microrganismos no gado bovino, capaz de a realizar de 
forma mais eficaz13,17. A transmissão vertical pode ocorrer por duas vias. A via 
endógena, dá-se quando há uma reativação de uma infeção persistente pré-existente, 
normalmente devido a um acontecimento imunossupressor, como a gestação. Neste 
caso os bradizoítos diferenciam-se novamente em taquizoítos, e espalham-se pela 
placenta e feto. A via exógena ocorre quando as progenitoras são infetadas já durante 
a gestação, através da ingestão de oocistos. Nesta situação os esporozoítos no seu 
interior diferenciam-se em taquizoítos e espalham-se, provavelmente por via 
hematogénica ou linfática, em células do sistema mononuclear fagocitário, acabando 
 3 
 
por passar para a placenta e feto19. Por fim existem dois desfechos possíveis: ou 
ocorre o aborto, ou o feto sobrevive dando origem a um neonato persistentemente 
infetado18. Em dois estudos efetuados por Romero et al. em 2002 e Dijstra et al. em 
2003, observou-se que quantas mais gestações tem a fêmea, menor é a taxa de 
infeção do feto, o que demonstra que pode ser desenvolvido um certo grau de 
imunidade, que ajuda a prevenir a transmissão endógena20,21. 
 
Figura 1 – Ciclo de Vida e Transmissão de N. Caninum 
Os três estados infeciosos estão envolvidos na transmissão do parasita. Os 
carnívoros são maioritariamente infetados através do consumo de tecidos contendo 
bradizoítos, enquanto os herbívoros são infetados através da ingestão de água ou 
comida contaminadas com oocistos, sendo este meio de infeção denominado, 
transmissão horizontal. As placentas de fêmeas infetadas podem ser uma fonte 
importante de contágio para cães, uma vez que estas lhes estão facilmente 
acessíveis, e que o parasita pode ser isolado destes tecidos22,23.  
Outros meios de transmissão sugeridos são por via do leite e do sémen, 
embora este se tenha mostrado particularmente ineficaz, sendo necessários 
experimentalmente números elevados de taquizoítos para que se desse a infeção17.  
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 É pouco provável que a neosporose se transmita por transferência de embriões 
entre vacas seropositivas e não infetadas, sendo esta uma das técnicas 
recomendadas para controlar a transmissão transplacentária endógena24. Também foi 
demonstrado que embriões expostos a N. caninum antes da implantação se 
mostraram resistentes à invasão pelo parasita25. 
 
1.2 Modelos de estudo 
 
Embora o ideal fosse estudar a resposta imunitária contra N. caninum em todos 
os animais suscetíveis, tal, seria por várias razões inviável. Assim sendo grande parte 
da investigação tem sido realizada em ratinhos. Para além das questões económicas e 
éticas, a existência de ratinhos com défices genéticos/imunológicos seletivos 
proporciona uma ferramenta poderosa para o estudo da mediação imunológica em N. 
caninum.  
 Experimentalmente, é possível infetar por via oral ratinhos inoculando 
taquizoítos ou bradizoítos16. Ratinhos expostos a N. caninum demonstraram infeção 
no tecido cerebral, baço, pulmões, fígado, rins e coração, tendo sido também 
identificada propagação de taquizoítos associada a inflamação tecidual a nível do 
útero e placenta de animais imunossuprimidos26,27. 
As culturas celulares podem ser infetadas com taquizoítos ou bradizoítos, 
embora neste ultimo caso apenas bradizoítos tratados com pepsina ácida se tenham 
mostrado eficazes16. 
 
1.3 Resposta imunitária a N. caninum 
 
 Tal como a maioria dos membros do subfilo Apicomplexa, o N. caninum é um 
parasita intracelular, sugerindo que uma resposta mediada por células seja essencial 
na imunidade do hospedeiro. Esta resposta é predominantemente mediada por células 
Th1, envolvendo principalmente Linfócitos T CD4+, como foi mostrado por Tanaka et 
al. num estudo em que se compararam os efeitos nesta resposta, da eliminação de 
células CD4+, ou CD8+ 28, tendo também, já sido demonstrada a destruição de células 
autólogas, quando infetadas por N. caninum, num processo mediado por 
perforina/granzima, e por IFN-γ29. Alguns estudos, no entanto, sugerem que uma 
resposta balanceada Th1 e Th2 é importante para evitar que resposta imunitária seja 
prejudicial para o hospedeiro e feto30,31,32. 
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 Durante a infeção com N. caninum são ativados vários componentes do 
sistema imunitário inato no hospedeiro, tais como macrófagos, células dendríticas e 
células natural killer (NK). Estes respondem não só através das suas propriedades 
fagocitárias e como células apresentadoras de antigénios no caso de macrófagos e 
células dendríticas, ou citotóxicas no caso das células NK, como também libertando 
citocinas, nomeadamente IL-12, TNF-α, e IFN-γ (no caso das células NK), que são 
essenciais na resposta imunitária protetora contra o parasita. No meio deste conjunto 
de citocinas pró-inflamatórias, as células T reconhecem combinações específicas de 
antigénios do parasita, moléculas co-estimulatórias e moléculas de MHC de classe II, 
que vão induzir a sua ativação, e consequentemente a produção de IFN-γ. O IFN-γ por 
sua vez, leva a um aumento da produção de óxido nítrico nos macrófagos, 
potenciando assim a sua atividade parasiticida33. 
 As células NK, têm também um papel ativo no controlo da infeção, quer 
através da sua ação citotóxica, quer através de mecanismos mediados por INF-γ34,35. 
Em bovinos estimulados com taquizoítos vivos, inativados e fibroblastos infetados, as 
células NK ativadas produzem INF-γ, sendo esta produção potenciada na presença de 
IL-12. As células NK possuem uma atividade citotóxica aumentada sobre células 
infetadas pelo parasita36. 
 Macrófagos, células NK e células dendríticas podem ser infetadas por N. 
caninum, desempenhando assim, um papel duplo; o de mecanismo efetor precoce da 
resposta imunitária, e o de alvo para o parasita, que pode usar estas células como um 
meio de se disseminar pelo organismo, tomando partido por exemplo das capacidades 
migratórias das células dendríticas36,37. Num estudo por Dion S. et al em 201137, foi 
estudada in vitro a invasão de macrófagos e células dendríticas por parasitas vivos. 
Observou-se no estudo mencionado, que 30 minutos após a infeção, os parasitas já se 
encontravam aderidos à membrana das células dendríticas e a entrar nos macrófagos. 
Passadas 3 horas ainda eram visíveis parasitas a entrar nos macrófagos, e às 4 horas 
a entrar nas células dendríticas. Ao fim de 24 horas, visualizaram-se vários parasitas 
em vacúolos parasitóforos, tanto em macrófagos como em células dendríticas37. 
Apesar de a resposta imunitária contra N. caninum ser maioritariamente 
mediada por células, certos estudos, sugerem que os anticorpos, principalmente 
IgG132, podem desempenhar um papel protetor importante nos estádios precoces da 
neosporose, ajudando a prevenir a invasão das células do hospedeiro por 
taquizoítos27,32,3. Em todo o caso, a presença de anticorpos específicos fornece uma 
ferramenta poderosa no diagnóstico e consequentemente na aplicação de estratégias 
de controlo da doença.  
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1.4 Citocinas 
 
 Na resposta á infeção por N. caninum, as células esplénicas de ratos A/J 
infetados, produzem primariamente IL-12, e, em seguida IFN-γ34 Ambas as citocinas 
aparentam ter um papel essencial no controlo da infeção por N. caninum, uma vez que 
a sua inativação ou inexistência levam a que a infeção se torne fatal38. 
 A principal função da IL-12 consiste em promover respostas Th1, fazendo-o de 
3 formas fundamentais: promove a diferenciação de células T naíve em células Th1 
capazes de produzir IFN-γ após ativação, durante o encontro inicial com o antigénio39; 
serve como co-estimulador necessário para uma secreção máxima de IFN-γ por 
células Th1, diferenciadas em resposta a um antigénio específico39; e estimula o 
desenvolvimento de células Th1 secretoras de IFN-γ a partir de células T memória, 
aquando da interação com um antigénio ao qual tenham sido previamente expostas39. 
 Em menor escala a IL-12 pode induzir a produção de diversas outras citocinas, 
nomeadamente TNF-α, GM-CSF, IL-2, IL-8 e surpreendentemente IL-1039, que 
tratando-se de uma citocina imunossupressora, pode indiciar a existência de um 
mecanismo de feedback negativo de forma a controlar os seus efeitos39. A IL-12 pode 
ainda inibir ou potenciar a imunidade humoral, dependendo do isotipo de Ig e estímulo 
que leva à sua formação39, aumentar a atividade citotóxica de células NK e Killer cells 
ativadas por linfocinas, atuar como fator de crescimento a curto prazo para células NK 
e T ativadas, e atuar sinergicamente na indução da proliferação e diferenciação de 
células hematopoiéticas medulares39.  
 O INF-γ inibe in vitro a multiplicação intracelular de N. caninum32, assim como 
potencia o poder microbicida de células fagocitárias, através de mecanismos como a 
indução de produção de intermediários reativos de oxigénio e azoto, e da degradação 
do triptofano32, estando a sua importância bem documentada em ratinhos34,38,40 e 
culturas de tecidos bovinos41,42. A fonte principal desta citocina pró-inflamatória na 
neosporose bovina está atribuída a linfócitos T CD4+  43. 
 No entanto, se por um lado o IFN-γ tem um papel crucial na resistência à 
infeção, pode também ter efeitos indesejáveis para o hospedeiro envolvendo 
imunossupressão, possivelmente, devido à sua ação como citocina inflamatória, 
chegando mesmo em estados precoces da infeção e quando em níveis elevados, a 
inibir a imunidade celular e ajudar ao estabelecimento da infeção pelo parasita32. Aqui 
a IL-4, poderá ter um papel importante na regulação dos efeitos do IFN-γ, uma vez que 
esta citocina funciona como sua antagonista, podendo ser considerada anti-
inflamatória, neste contexto32. 
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 Com o intuito de compreender melhor esta relação, foi realizado um estudo no 
qual foram quantificadas as citocinas IL-4 e IFN-γ em ratinhos aos quais foi 
administrada uma vacina recombinante capaz de impedir invasão do hospedeiro por 
N. caninum, e em ratinhos não infetados. Nos ratinhos vacinados os níveis de IFN-γ 
sérico foram mais baixos, quando comparados com ratinhos não vacinados, enquanto 
os níveis de IL-4 foram mais elevados32. Assim a IL-4, apesar de estar envolvida na 
inibição dos efeitos antiparasitários do IFN-γ, pode ter um papel crucial na regulação 
das respostas celulares contra a infeção pelo parasita mediadas por IFN-γ, tais como a 
ativação de células apresentadoras de antigénios e produção de anticorpos 
específicos, sendo aparentemente essencial na sobrevivência das células do 
hospedeiro envolvidas na imunidade protetora contra o N. caninum in vivo32. Ainda 
cabe acrescentar que a IL-4 promove a produção de anticorpos IgG1, que como já foi 
referido aparentam ter um papel importante na eliminação precoce do parasita, ao 
contrário das citocinas típicas de respostas Th1 que, levam à produção de IgG232. Por 
outro lado, alguns estudos sugerem, que um rácio elevado IFN-γ:IL-4 está relacionado 
com uma maior resistência ao parasita44. Foi também demonstrado por Long e Baszler 
em 2000, que a neutralização de IL-4 juntamente com a inoculação de uma estirpe 
avirulenta de N. caninum diminuiu a transmissão vertical após infeção, durante a 
gestação45. 
 A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória, com a capacidade de inibir a ativação 
e ação das células Th1, de forma indireta, através da inibição da função de células 
acessórias, como macrófagos e monócitos46. A IL-10 inibe potencialmente a produção 
de IL-1α, IL-1β, IL-6, da própria IL-10, IL-12, IL-18, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, TNF, LIF 
e PAF por macrófagos e monócitos, assim como estimula a produção de alguns dos 
seus antagonistas naturais46. Inibe ainda a produção de prostaglandina E2 (mediador 
inflamatório), a expressão de MHC classe II, CD54, CD80 e CD86, mesmo após a 
indução da expressão destas moléculas por IFN-γ e IL-446, entre outras propriedades 
anti-inflamatórias. Apesar da produção de IL-10 durante a infeção por Toxoplasma 
gondii estar associado à imunossupressão causada pelo parasita, funcionando como 
um mecanismo para que este possa contornar a resposta imune do hospedeiro, tal 
não parece ser o caso na neosporose47. 
 O TNF-α, tal como o IFN-γ, é capaz de inibir a multiplicação de taquizoítos de 
N. caninum, em culturas de células cerebrais de bovinos, embora de forma menos 
eficaz48. 
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1.5 Mecanismos de defesa no trato intestinal 
  
 A mucosa intestinal devido à sua função de absorção de nutrientes, é uma 
interface entre o meio externo e o meio interno do hospedeiro, e como tal necessita de 
uma barreira protetora capaz de prevenir um grande número de agentes patogénicos 
existentes no lúmen intestinal de entrar no hospedeiro. Esta barreira é formada por 
dois grandes grupos de mecanismos: Os mecanismos extrínsecos, e mecanismos 
intrínsecos. Dentro dos mecanismos extrínsecos, compostos principalmente por 
barreiras físicas e químicas, temos a camada mucosa, composta maioritariamente por 
mucina, uma proteína altamente viscosa produzida por células em cálice (goblet cells) 
da parede intestinal, que além de afastar os microrganismos das células epiteliais, 
contém também imunoglobulina A secretada (sIgA), lactoferrina, produzida pelo 
pâncreas, e lisozima possuindo assim atividade antimicrobiana49. Tal como a camada 
mucosa, a flora normal do intestino e o glicocálice que cobre a superfície das 
microvilosidades ajudam também a proteger a superfície epitelial. O peristaltismo 
afasta os possíveis agentes infeciosos da parede intestinal, mantendo-os em 
constante movimento. No intestino circulam ainda peroxidases, sais biliares e enzimas 
proteolíticas entre outros. Nos mecanismos intrínsecos, contamos com as ligações 
enterócito-enterócito, denominadas “tight junctions” que funcionam como barreira para 
macromoléculas50,51, as microvilosidades que batem em uníssono e estão carregadas 
negativamente e mecanismos intracelulares dos enterócitos como proteases, fosfatase 
ácida entre outros50.  
O GALT (gut associated lymphoid tissue), é um tecido imunitário complexo, constituído 
pela lâmina própria, o seu braço efector, onde existem numerosas células imunes, 
nomeadamente linfócitos B e T, macrófagos, plasmócitos e células dendríticas, e pelos 
gânglios linfáticos mesentéricos (GLM) e placas de Peyer, onde está 
compartimentalizada a fase indutora da resposta imune. Este sistema de forma muito 
simplificada, vai permitir a identificação de antigénios luminais, por células das 
microvilosidades e células dendríticas, o priming e maturação induzidas por antigénios 
de linfócitos T e B iniciado nas placas de Peyer, a sua migração para os gânglios 
linfáticos mesentéricos e o seu regresso de volta à lâmina própria intestinal. Os IELs 
(linfócitos intra-epiteliais) são um conjunto particular de linfócitos compostos por 
células memória efetoras γδCD8+ e αβ-CD4+ e CD8+, e células sem coreceptores, 
residentes no epitélio intestinal, acima da membrana basal e entre enterócitos 
adjacentes52. Estas células apesar de ainda relativamente pouco estudadas estão 
associadas à manutenção de uma homeostase normal do epitélio intestinal53, a 
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respostas protetoras contra determinados agentes infeciosos, e desempenham um 
papel importante na vigilância de neoplasias52. 
1.6 Papel das moléculas MHC, CD80 e CD86 na resposta 
imunitária 
 
O “Major Histocompatibility Complex” (MHC), é um grande complexo genético com 
vários loci, localizado no cromossoma 6 humano e 17 no ratinho, primariamente 
identificado devido aos seus efeitos em tumores ou transplantes de pele e controlo da 
resposta imune, que codifica duas classes principais de glicoproteínas membranares, 
as moléculas de MHC de classe I e de classe II. Estas moléculas funcionam como 
unidades de reconhecimento de antigénios, podendo modificar a sua estrutura de 
forma a incorporar péptidos derivados da degradação de proteínas próprias ou “não 
próprias” expressas na mesma célula e podem “sentir” a presença de proteínas de 
vírus e outros patógenos que afetam a natureza ou a eficiência da sua expressão na 
superfície celular. Tanto nas moléculas MHC classe I como nas moléculas de MHC 
classe II as regiões distais de diferentes alelos apresentam uma grande variação nas 
suas sequências de aminoácidos. Estas regiões variáveis formam uma reentrância 
onde o péptido antigénico se encaixa e é apresentado aos linfócitos T por meio de 
recetores específicos. Os linfócitos T helper (Th) normalmente reconhecem antigénios 
apresentados por moléculas de classe II, enquanto linfócitos T citotóxicos geralmente 
reconhecem antigénios combinados com moléculas de classe I. Para que uma 
proteína antigénica estranha possa ser reconhecida por uma célula T, esta precisa de 
ser degradada em pequenos péptidos antigénicos capazes de formar complexos com 
moléculas de MHC de classe I ou II. 
Antigénios exógenos, produzidos fora da célula e que entram por endocitose ou 
fagocitose são tipicamente apresentados em complexos MHC de classe II, que são 
exclusivos de células apresentadoras de antigénios, como macrófagos, linfócitos B, e 
células dendríticas. Estas, para além de apresentarem MHC de classe II, têm a 
propriedade de emitir um sinal co-estimulatório necessário à ativação de linfócitos Th. 
Antigénios endógenos, produzidos no interior da célula hospedeira, tais como 
proteínas virais ou sintetizadas por células neoplásicas, são apresentados por 
complexos MHC de classe I, comuns a qualquer célula nucleada54. 
O CD80 e CD86 são membros da superfamília das Imunoglobulinas55, sendo 
as suas regiões extracelulares constituídas por um domínio amino-terminal Ig 
“variable–like” (IgV), e um domínio proximal á membrana Ig “Constant-like” (IgC). 
Ambas as moléculas interagem com os receptores CD28 com baixa avidez e CTLA-4 
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com elevada avidez55 e desempenham um papel importante na regulação de 
diferentes tipos de células T, nomeadamente células Th. 
1.7 N. Caninum e a invasão das células do hospedeiro. 
 
 De forma a iniciar a invasão os taquizoítos orientam-se perpendicularmente à 
superfície da membrana celular da célula do hospedeiro e avançam, entrando primeiro 
com a sua região apical, até se encontrarem dentro do citoplasma no interior de um 
vacúolo parasitóforo44. Este é um processo ativo, que requer gasto de energia apenas 
por parte do parasita como foi demonstrado pela sua capacidade de invasão de 
células previamente fixadas com formaldeído44. 
 
 
Figura 2: Imagem de um NcT a invadir uma célula Vero obtida por microscopia eletrónica. Podemos observar a 
posição perpendicular do parasita em relação à superfície da célula. (imagem originalmente publicada em 44) 
 
O primeiro passo na invasão da célula hospedeira pelo parasita é o 
estabelecimento de um contacto de baixa afinidade entre o taquizoíto e a superfície da 
membrana da célula alvo, mediado pelo menos em parte por proteínas NcSRS2 
(surface antigen related sequences) e NcSAG1 (surface antigen gene) que estão 
inseridas na membrana plasmática através de uma ancora-GPI56,57,58, seguido por um 
processo de adesão propriamente dito. 
 A partir desta fase os taquizoítos descarregam os seus organelos secretórios, 
os micronemas, roptrias e grânulos densos, num processo que envolve diversas 
proteases44. Os primeiros organelos a serem descarregados pelo parasita durante a 
adesão são os micronemas, libertando componentes adesivos solúveis como as 
proteínas NcMIC159, NcMIC260, NcMIC461, e outras proteínas ligadas á membrana 
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como NcMIC362,63, que medeia o contacto com a superfície da célula do hospedeiro 
ligando-se a glucoamino glicanos de sulfato de condroitina. 64,62. Após a invasão, o 
lúmen dos vacúolos do parasita, tal como a sua membrana são extensivamente 
modificados através de produtos de secreção, originados provavelmente nas roptrias e 
grânulos densos65.66,67. Durante a fase de conversão do estado de taquizoítos a 
bradizoítos, também dos grânulos densos, são libertadas, as proteínas NcGRA1, 
NcGRA2 e NcGRA7 que serão incorporadas na parede do quisto tecidual64. 
 
1.8 Neosporose e gestação 
 
A neosporose no gado bovino é primariamente uma doença da placenta e do 
feto e as consequências da infeção durante a gestação, dependem de vários fatores 
tais como o tempo de gestação e o estado imune da progenitora3. Além do aborto, a 
infeção pode levar ao nascimento de vitelos fracos, mostrando por vezes sinais 
neurológicos, ou vitelos saudáveis, embora persistentemente infetados68. A 
transmissão vertical repete-se nas gestações seguintes, mesmo com monitorização e 
prevenção da infeção horizontal69-74, sugerindo que a imunidade adquirida não é 
suficiente para a impedir totalmente, embora a taxa de transmissão tenha tendência a 
diminuir ligeiramente75. A transmissão vertical em animais persistentemente infetados 
é muito elevada, tendo sido verificado num estudo, que a probabilidade de acontecer 
ronda os 95%76. 
Após a parasitémia, o N. caninum estabelece-se no septo carúncular materno, 
antes de atravessar para as vilosidades placentárias fetais, ocorrendo o aborto quando 
o feto ou a placenta estão de tal forma danificados que tornam impossível a 
manutenção da gestação77. Estes danos podem ser provocados diretamente pela 
multiplicação do parasita na placenta e no feto, pela libertação de prostaglandinas 
maternas que podem provocar luteólise e aborto77, ou pela resposta imunitária 
materna, observando-se em placentas infetadas uma concentração elevada de 
citoquinas pró-inflamatórias de tipo Th178, que são prejudiciais na manutenção da 
gestação78. 
Assim sendo, é compreensível que o ambiente da placenta, favoreça a 
produção de citocinas de tipo Th2 e regulatórias, como IL-10, IL-4 e TGF-β, que inibem 
respostas inflamatórias induzidas por citocinas do tipo Th1, nomeadamente TNF-α, IL-
2 e IFN-γ79. Quando o estímulo provocado pelo parasita é suficientemente forte para 
contrariar esta inibição, as citocinas pró-inflamatórias do tipo Th1, irão aumentar a sua 
presença e, potencialmente provocar o aborto4. Logo, se por um lado, a 
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imunossupressão é necessária para a manutenção da gestação (uma vez que o feto 
funciona como um corpo estranho ao organismo materno), ela vai levar a que 
capacidade de responder ao parasita esteja limitada, e quando se dá a mudança para 
uma resposta do tipo Th1, protetora para a mãe, esta pode contribuir para o aborto80. 
O tempo de gestação no gado bovino é de aproximadamente 280 dias, e 
durante este período o feto vai desenvolvendo o seu sistema imunitário, até que à 
nascença o vitelo se encontra imunologicamente competente. Durante o primeiro 
trimestre o feto é particularmente vulnerável, quando o baço, o timo e gânglios 
linfáticos ainda se encontram em formação. No segundo terço da gestação estes 
órgãos já se encontram em funcionamento, e podem reconhecer e responder a 
microrganismos. Por volta do dia 100 a 150 o feto já se encontra capaz de gerar uma 
resposta imunitária, tornando-se daí para a frente cada vez mais competente81. 
Os fetos abortados, apresentam necrose multifocal, infiltrações mononucleares 
e destruição celular associada a infiltrações linfoides em tecidos como os músculos 
esquelético e cardíaco, fígado e pulmão11,82. Os neonatos persistentemente infetados 
com menos de um mês podem, ainda que raramente, apresentar exoftalmia ou outras 
alterações do globo ocular, sinais neurológicos, dificuldade em erguer-se, peso baixo, 
diminuição de reflexos e alterações na próprioceção, e defeitos congénitos 
ocasionais83,84,85. 
1.9 Vacinação contra a neosporose 
 
 Devido às perdas económicas relacionadas com a neosporose, torna-se 
importante o desenvolvimento de uma vacina de baixo custo, eficaz e segura. Como já 
foi referido atrás, apesar de se dar a produção de anticorpos específicos para o 
parasita, a resposta imunitária à infeção por N. caninum é maioritariamente mediada 
por células, envolvendo essencialmente células T CD4+ e IFN-γ. Assim sendo será 
importante que a procura de uma vacina se centre na capacidade de estimulação 
destes mecanismos. 
 Idealmente uma vacina contra neosporose bovina deveria focar-se na proteção 
contra a perda fetal, e na prevenção da transmissão vertical, assim como permitir a 
distinção entre animais vacinados e infetados, através de meios serológicos, sendo 
este fator importante, no delineamento uma estratégia global para o controlo da 
doença13. 
 Grande parte das vacinas utilizadas hoje em dia consiste em agentes 
infeciosos inativados, vivos atenuados ou macromoléculas purificadas. Para o N. 
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caninum já foram testados vários tipos de vacina, tais como vacinas de taquizoítos 
mortos, vacinas vivas atenuadas, vacinas de ADN, vacinas recombinantes de 
subunidades de proteína, e vacinas recombinantes com vírus como vetores. As 
vacinas com agentes atenuados, têm a vantagem de estimular tanto a imunidade 
humoral como a imunidade mediada por células. A infeção por agentes vivos resulta 
na apresentação de antigénios do parasita em complexos de MHC classe I, necessária 
para estimular a resposta por células T CD8+ 86. Tendo estas vantagens, a imunização 
com parasitas vivos já foi testada em ratinhos e gado bovino, e apresenta resultados 
animadores87, mas também problemas relacionados com a sua segurança de 
utilização, nomeadamente o risco de provocar infeção crónica no hospedeiro, podendo 
resultar em transmissão vertical persistente86. É também importante assinalar que 
sendo uma vacina viva, o seu prazo de conservação é bastante curto, a sua produção 
dispendiosa87, e que embora não tenham sido descritos ainda casos humanos de 
neosporose, a inoculação experimental em primatas gestantes resultou em 
transmissão transplacentária e infeção fetal com patologia semelhante à toxoplasmose 
neonatal. Como tal ainda não foram totalmente descartados os riscos para o ser 
humano, resultantes de uma inoculação acidental ou ingestão de produtos 
contaminados88. Dentro das vacinas vivas foram testadas vários métodos diferentes. A 
irradiação de taquizoítos (528 Gy), é uma forma de atenuação que permite que estes 
mantenham a sua capacidade de invasão celular, mas elimina a sua capacidade 
replicativa. Quando estes são utilizados como vacina, oferecem proteção contra a 
infeção letal89. Foram também testadas estirpes de N. caninum sensíveis à 
temperatura obtidas por métodos de mutação induzida quimicamente, que se 
mostraram eficazes na proteção contra infeção aguda no ratinho90. 
 As vacinas com agentes inativados são geralmente produzidas através de 
tratamento térmico ou químico. Estas vacinas são por norma mais seguras do que as 
suas variantes atenuadas, mas geralmente necessitam mais do que uma dose e 
induzem principalmente uma resposta humoral, sendo menos eficazes na indução de 
uma resposta mediada por células, essencial na resposta a N. caninum. Esta baixa 
eficácia na indução numa resposta mediada por células pode ser causada pelo 
processo de inativação, ou devida à ausência de antigénios necessários produzidos 
apenas por parasitas vivos3. É também importante considerar que vacinas inativadas 
preparadas através de taquizoítos inteiros contêm muitos antigénios, alguns dos quais 
podem não induzir proteção, ser imunossupressores ou induzir respostas indesejadas 
Como tal, idealmente, deveriam ser selecionados apenas os antigénios relevantes. 
 Estes antigénios, ou macromoléculas purificadas podem ser exotoxinas 
inativadas, polissacarídeos capsulares ou antigénios recombinantes. A sua escolha 
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não deve ser baseada só no seu reconhecimento pelo soro imune, mas também no 
seu reconhecimento a nível de células T, envolvendo células T CD4+ e CD8+ (estas 
menos importantes na resposta a N. caninum3, devendo incluir antigénios de superfície 
e proteínas com origem nos organelos secretores do parasita88,91. 
 Tendo em conta a complexidade da biologia do N. caninum, e das respostas 
imunitárias relacionadas com o parasita, é pouco provável que um só antigénio seja 
capaz de induzir uma resposta eficaz, sendo a vacina ideal uma combinação de 
antigénios, preferencialmente envolvendo diversos estágios do seu ciclo de vida. As 
proteínas de superfície dos parasitas intracelulares obrigatórios desempenham um 
papel chave na infeção, sendo o primeiro ponto de interação com as células do 
hospedeiro e sistema imunitário. Nos taquizoítos de N. caninum foram identificadas 
seis destas moléculas, entre as quais duas, NcSRS2 e NcSAG1 (as quais já 
mencionamos anteriormente na secção referente à invasão celular) já foram 
clonadas86. 
 Uma vez escolhidos os antigénios, é necessário escolher a via de 
apresentação ao sistema imune, sendo que as duas vias mais promissoras consistem 
na utilização de vetores vivos avirulentos ou a administração de antigénios por 
vacinação direta de ADN. Estes 2 métodos, para além de estimularem a imunidade 
celular também permitem a co-inserção de citocinas como a IL-12 de forma a 
modularem a resposta imune92,93,94. Num estudo desenvolvido por Nishikawa et al em 
2001, verificou-se que a vacinação com vírus recombinante, expressando as proteínas 
de superfície de N. caninum NcSAG1 ou NcSRS2 em ratinhos foi eficaz na proteção 
contra a infeção, assim como na prevenção da transmissão vertical em ratinhos 
BALB/c86. Neste estudo verificou-se que a eficácia estaria relacionada com um nível 
elevado de anticorpos IgG1 numa fase precoce, e com a resposta mediada por 
células, numa fase mais tardia. Outros antigénios já testados são o NcMIC1 e 3, 
NcGRA7, NcsHSP33, NcDG1 e NcDG2, NcAMA1, NcP0, NcGRA2, NcGRA6, NcPD1, 
NcROP2 e NcMAG195. 
 Existem vários outros fatores a considerar no desenvolvimento de uma vacina. 
Rojo-Montejo et al. demonstraram que a eficácia da imunização pode variar 
significativamente com a dose de antigénio, a fase da infeção por N. caninum durante 
a qual a vacina é administrada, e o adjuvante utilizado87. 
 Neste momento é comercializada em alguns países uma vacina baseada em 
taquizoítos inativados associados ao adjuvante Havlogen (Bovilis® Neoguard, 
Intervet), que embora tenha demonstrado uma redução variável no número de abortos 
em ensaios de campo, não impede a infeção fetal e não permite a distinção entre 
animais vacinados e infetados naturalmente96,97,98. 
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1.10 Objetivos 
 
 Neste trabalho utilizou-se um modelo de infeção por N. caninum em ratinhos 
C57BL/6, estabelecida por inoculação intragástrica de taquizoítos, para tentar 
caracterizar os locais preferenciais de entrada do parasita ao longo do trato 
gastrointestinal ou tecido linfoide associado e as células suscetíveis de ser invadidas. 
Por outro lado, e tendo em conta que os macrófagos são uma célula hospedeira 
preferencial de N. caninum e o facto de serem também células residentes ao longo da 
mucosa intestinal, foi também um objetivo estudar, utilizando um modelo in vitro, a 
resposta de macrófagos diferenciados a partir de medula óssea de ratinhos, ao 
estímulo com NcT viáveis ou ainda irradiados ou opsonizados, de forma a melhor 
compreender o possível potencial destes últimos em preparações imunogénicas. 
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2. Materiais e Métodos 
 
2.1 Ratinhos 
  
 Foram utilizados ratinhos fêmea C57BL/6, com 8 semanas (Charles River, 
Barcelona, Espanha), mantidos nas instalações do Instituto de Ciências Biomédicas 
Abel Salazar. Todos os procedimentos foram autorizados pela Direção Geral de 
Veterinária e executados de acordo com a Convenção Europeia para a Proteção dos 
Animais Vertebrados usados para Experimentação ou Outros Fins Científicos (ETS 
123) e com a Diretiva n.º 86/609/CEE. 
 
2.2 Cultura de macrófagos 
 
 As culturas de macrófagos utilizadas na experiência foram preparadas a partir 
de células de percussores de medula óssea de ratinhos. Para este propósito foram 
sacrificados 3 ratinhos por deslocação cervical após terem sido anestesiados com 
isoflurano (IsoFlo®, Esteve Farma Lda., Carnaxide, Portugal). Os ratinhos foram 
mergulhados em etanol a 70%, os membros posteriores removidos, e a tíbia e o fémur 
separados dos tecidos circundantes com o auxílio pinças e tesouras, previamente 
esterilizadas em auto-clave, numa câmara de fluxo laminar. As extremidades de 
ambos os ossos foram cortadas e a medula óssea recuperada para tubos de 50 mL, 
arrastando as células do interior de cada osso com aproximadamente 5 mL de HBSS 
(Hank´s Balanced Salt Solution) gelado. O conteúdo dos tubos foi homogeneizado 
com pipetas de Pasteur, deixou-se sedimentar os restos de tecido muscular e ósseo, 
passando em seguida o sobrenadante para um novo tubo. As células recuperadas 
foram centrifugadas a 1200 rpm a 4ºC durante 10 minutos numa centrífuga Sigma® 3-
16K, ressuspensas num volume de 15 mL de RPMI completo (RPMI 1640 
suplementado com 50 U/mL de penicilina, 50 μg/mL de estreptomicina, 1% de tampão 
HEPES, 10% FCS e 5μM 2-mercaptoetanol) por ratinho, e transferidas para placas de 
Petri com 10 cm de diâmetro, onde ficaram a incubar “overnight” a 37ºC em atmosfera 
húmida, com 5% CO2. O sobrenadante das placas de Petri foi recolhido para tubos de 
50 mL colocados em gelo e as placas lavadas duas vezes com HBSS gelado de forma 
a recolhermos o maior número de células possível. Os tubos foram centrifugados a 
1200 rpm durante 10 minutos a 4ºC, e o “pellet” ressuspenso em RPMI completo ao 
 17 
 
qual foi adicionado 10% de LCCM (meio obtido através de culturas de fibroblastos da 
linhagem celular L929, que libertam fatores de crescimento e diferenciação de 
macrófagos). As células foram contadas em câmara de Neübauer, colocadas à 
concentração de 1*106 cél/mL e distribuídas por placas de 24 poços, 1 mL por poço. 
As placas foram então colocadas a incubar a 37ºC em atmosfera húmida com 5% de 
CO2 durante 10 dias. Ao dia 4 foi adicionado mais 10% de LCCM e ao dia 7 foi 
renovado o meio de cultura. Ao dia 10 as células foram utilizadas para a infeção. 
 
2.3 Parasitas 
 
 Os parasitas (isolado NC-1) foram cultivados e passados em série, em células 
VERO, mantidas a 37º em meio Minimum Essencial Medium (MEM), contendo sais de 
Earle’s, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 200 IU/mL 
de penicilina e 200 IU/mL de estreptomicina, numa atmosfera humidificada com 5% de 
CO2 no ar. 
 
2.3.1 Passagem in vitro de células VERO 
 
Retirou-se o meio de cultura de frascos contendo uma monocamada de células 
VERO completamente formada, ou quase a atingir esse estadio. 
Adicionou-se 2 mL de tripsina/EDTA (Sigma) de forma a soltar as células 
VERO aderidas ao frasco e incubaram-se as células a 37ºC em atmosfera húmida 
com 5% de CO2, durante 5 min. Ao retirar o frasco de cultura da estufa, deram-se-lhe 
umas pancadas suaves, de modo a desprender células ligadas ao fundo. Efetuou-se 
um pool das suspensões de células de todos os frascos e adicionou-se igual volume 
de meio MEM suplementado de modo a inibir a ação da tripsina. Colocou-se 1 mL da 
suspensão de células VERO, perfez-se o volume de 10 mL (frasco de 25 cm2) ou 20 
mL (frasco de 75 cm2) com meio de cultura MEM completo e por fim incubou-se os 
frascos a 37ºC em atmosfera húmida com 5% de CO2, efetuando a observação das 
células de 2 em 2 dias e realizando novas passagens quando as células se 
encontravam em monocamada. 
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2.3.2 Passagem in vitro de células VERO infetadas com N. 
caninum 
 
Trataram-se culturas de células VERO com tripsina, tal como na passagem de 
células não infetadas, de modo a que estas ficassem em suspensão. Colocou-se 1mL 
de sobrenadante dos frascos contendo células VERO infetadas com parasitas e que 
apresentavam destruição da monocamada celular, 1 a 2 mL da suspensão de células 
VERO e perfez-se um volume de 10 mL (frasco de 25 cm2) ou 20 mL (frasco de 75 
cm2), com meio MEM suplementado. Incubou-se os frascos a 37ºC em atmosfera 
húmida com 5% de CO2, e observou-se microscópicamente as células infetadas de 2 
em 2 dias, realizando nova passagem quando necessário.  
2.3.3 Isolamento de parasitas  
 
 As células VERO foram cultivadas até à monocamada estar destruída a cerca 
de 90%. Os sobrenadantes e a células aderentes foram recolhidos para tubos de 50 
mL, raspando as caixas de cultura com um escovilhão estéril. Em seguida os parasitas 
foram centrifugados a 2900 rpm a 4ºC durante 20 minutos, o pellet ressupenso em 
aproximadamente 1 mL de Phosphate Buffered Saline (PBS) (Difco, EUA) e passado 
por uma agulha de 25G de forma a lisar as células ainda intactas. Por fim juntou-se 
tudo no mesmo tubo de 50 mL e foram realizadas 3 lavagens a 2900 rpm durante 20 
minutos a 4ºC. O pellet foi ressuspenso em 3mL de PBS e passado por uma coluna 
PD-10 SephadexTM G-25-M2 (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), 
rejeitando-se os primeiros 2 mL e aproveitando os 7 mL seguintes. Os parasitas foram 
contados em camara de Neubaüer, e colocados à concentração de 1*106/mL. 
2.4 Preparação de anticorpos específicos e não específicos e a 
sua utilização 
 
 Recolheu-se o soro de 5 ratinhos fêmea C57BL/6 deficientes em IL-12 (IL-12-
KO), previamente imunizados (duas vezes, com três semanas de intervalo) com 
sonicado de N. caninum, 1:1 em PBS/alum (gel de hidróxido de alumínio, Brenntag, 
Frederikssund), filtrou-se a amostra de soro (filtros 0,45μm)  e dialisou-se contra 
binding buffer (fosfato de sódio 0.02 M, pH 7.0) em Amicon Ultra-15 (Millipore, 
Billerica, EUA) centrifugando 6 vezes a 4000rpm numa centrífuga Sigma® 3-16K, 
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20min, a 4ºC) No final lavaram-se os tubos acoplados à bomba peristáltica com água 
apirogénica, etanol 70% e novamente água apirogénica. Equilibrou-se uma coluna 
HiTrap Protein G HP (GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Suécia) com 20mL de 
binding buffer, passou-se a amostra, seguida de 10mL de binding buffer e 10mL de 
elution buffer (0.1 M glicina-HCl, pH 2.7) e recolheu-se cerca de 10 frações de 1mL 
para tubos eppendorf, aos quais, previamente, se adicionou 32μL de Tris-HCl pH 9, de 
modo a que o pH final fosse aproximadamente 7. De cada fração, pipetou-se 2μL para 
uma membrana de nitrocelulose (Sigma-Aldrich, EUA), corou-se com solução de 
Ponceau para deteção de proteínas e descorando-se em seguida com água 
bidestilada. Foram recolhidas no total 18 frações das quais as frações 5 a 13 
continham proteínas detetáveis. Fez-se pool das frações onde se detetou proteína, 
dialisou-se 5 vezes contra PBS em Amicon Ultra 15 (centrifugou-se a 4000 rpm numa 
centrífuga Sigma® 3-16K, 20min), filtrou-se e guardou-se em criotubos a -20ºC. A 
quantificação proteica foi feita pelo método descrito, em 1951, por Lowry et al.99, o 
título da preparação contendo os anticorpos purificados foi determinado pelo método 
de ELISA direto e o padrão de reatividade desses anticorpos foi avaliado por Western 
blot.  
Para a obtenção de anticorpos não específicos, foi utilizado o mesmo método 
que para os anticorpos específicos, mas usando soro de ratinhos fêmea C57BL/6 IL-
12 KO não imunizados. 
2.4.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA): Avaliação 
do título e especificidade das IgGs purificadas  
 
 O título da preparação contendo os anticorpos IgG purificados foi determinado 
pelo método de ELISA direto, como descrito por Teixeira et al.100, considerando-se 
como título, o recíproco da maior diluição correspondente a uma absorvância superior 
à da amostra sem IgGs. Utilizou-se, como “coating” das placas de ELISA, sonicado de 
NcT, preparado de acordo com Teixeira et al.100, e como anticorpo secundário um 
anticorpo monoclonal de coelho anti-IgG de ratinho, ligado a fosfatase alcalina 
(Southern Biotech).  
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2.4.2 Western blot  
 
De forma a testarmos a especificidade dos anticorpos purificados, realizou-se o 
Western blot. Em primeiro lugar, preparou-se o gel SDS-PAGE, constituído pelo gel 
concentrador (600μL solução acrilamida/bisacrilamida 29:1, 40%, (BioRAD); 60μL 
SDS, 10%; 30μL APS 10%, 5μL TEMED, 1,5mL tampão concentrador pH 6,8; 3,8mL 
H2O) e pelo gel separador (3,35mL acrilamida/bisacrilamida 29:1, 40%; 130μL SDS, 
10%; 65μL APS 10%, 11μL TEMED, 3,25mL tampão separador pH 6,8; 6,3mL H2O) 
colocando-os no suporte adequado para permitir a sua polimerização. Em seguida 
aplicou-se no gel as amostras, proteínas de membrana e sonicado de N. caninum, em 
duplicado, 10μg e 20 μg por poço, respetivamente, em Loading Buffer (20% glicerol, 
4% SDS, 10% 2-mercaptoetanol, azul de bromofenol e 0,125M Tris-HCl.), que se 
ferveu previamente durante 5min, para desnaturação das proteínas e aplicou-se o 
marcador de pesos moleculares (PageRulerTM Prestained Protein Ladder, Fermentas 
Life Science, Burlington, EUA). O gel foi corrido a 25mA, durante duas horas, em 
tampão de corrida. Equilibrou-se o gel e uma membrana de nitrocelulose com poro de 
0,45μm de tamanho em tampão de transferência (glicina, Tris e metanol) e 
transferiram-se as proteínas do gel para a membrana “overnight” a 45mA. Cortou-se a 
membrana de modo a que cada tira contivesse uma amostra de sonicado e uma 
amostra de proteínas de membrana, e bloqueou-se as tiras de membrana com TBST 
2% BSA, 1 hora, à temperatura ambiente, com agitação, para evitar ligações 
inespecíficas dos anticorpos à membrana (aumenta sensibilidade do ensaio pois reduz 
interferências de background). Incubou-se uma tira de membrana com IgG específica 
para taquizoítos de N. caninum 1,17×10-3mg/mL em TBST 0,1% BSA e outra com IgG 
não específicas na mesma concentração final, durante 2 horas, à temperatura 
ambiente, com agitação. Lavou-se com TBST 0,1% BSA, 2× 5min e 2× 10min e 
incubou-se, cada tira de membrana, com anticorpo secundário (Goat Anti-mouse IgG1-
AP, Human Adsorved, Southern Biotech, Birmingham, EUA) 1:1000 em TBST 0,1% 
BSA, 1 hora, à temperatura ambiente, com agitação. 
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2.4.3 Coloração de prata 
 
Foi realizada uma coloração de prata de extrato de proteínas de membrana de 
NcT e sonicado de N. caninum, pelo método descrito por Russel e Sambrook101. 
 
2.4.4 Ensaio de opsonização de NcT pelas IgGs específicas 
purificadas 
 
De modo a verificar se as IgGs específicas para N. caninum purificadas tinham 
capacidade de opsonizar NcT, e qual a melhor diluição para que tal ocorresse, 
incubou-se 1×106 NcT/poço durante 30min, a 37ºC, com diferentes diluições de IgGs 
purificadas (1:100, 1:300 e 1:900) de modo a promover a opsonização. Utilizou-se um 
anticorpo secundário de cabra anti-IgG de ratinho (H+L) conjugado com FITC 
(Southern Biotech) e posteriormente analisou-se, por citometria de fluxo, qual a melhor 
diluição para posterior utilização destas IgGs como opsoninas. Incluiu-se um controlo 
de NcT incubados apenas com anticorpo secundário. A intensidade média de 
fluorescência devida à deteção das IgGs ligadas ao parasita é proporcional à extensão 
da opsonização. 
2.4.5 Opsonização 
 
 Incubou-se os taquizoítos a 37ºC numa atmosfera húmida com 5 % de CO2, 
com a solução de IgGs durante 30 minutos de forma a promover a opsonização. A 
solução de IgG anti-NcT cuja concentração era 1,17μg/μL foi diluída a 1:10 e a 
solução de IgG não específicos, de concentração 0,27μg/μL, foi diluído a 3:10 (cerca 
de 3× mais que IgG anti-NcT). Os parasitas não foram lavados pois a opsonização 
poderia levar a que estes se aglomerassem 
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2.5 Irradiação de parasitas 
 
Parte da suspensão de parasitas obtida no isolamento dos mesmos foi 
irradiada com 200 Grays de radiação γ num irradiador Gammacell1000Elite (Nordion 
International, Inc., Ottawa, Canadá). O tempo de exposição das células à radiação, em 
minutos, foi calculado a partir da fórmula tempo/min=(0,01xRx60)/546xF em que R 
corresponde à radiação desejada e F corresponde a um fator tabelado, variável com o 
ano. Esta dose de radiação bloqueia completamente a capacidade reprodutiva de T. 
gondii sem interferir com outras funções celulares como a função metabólica e síntese 
de proteínas e ácidos nucleicos102, sendo por isso aqui utilizada. 
2.6 Infecção de macrófagos com N.caninum 
 
 De um total de 6 placas de 24 poços com 1*106 macrófagos por poço, 3 foram 
utilizadas para 24 horas e 3 para 12 horas. Foram realizadas 3 réplicas de cada 
condição com rácios de 0.5:1, 0.25:1 e 0.1:1 para as 12 e 24 horas. As condições 
realizadas foram a infeção com parasitas não tratados, parasitas opsonizados com 
anticorpo específico, parasitas opsonizados com anticorpo não especifico e parasitas 
irradiados. O parasita foi adicionado nas diferentes condições e rácios e as placas 
foram colocadas na camara de cultura a 37ºC em atmosfera húmida com 5% de CO2, 
durante os períodos respetivos de 12 e 24 horas. Após retirar as placas da estufa, 
estas foram centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos. Em seguida foram 
recolhidos os sobrenadantes de cada poço e colocados 350 μL em 2 tubos eppendorf, 
congelando-os a -80ºC para posterior quantificação de citocinas. Os macrófagos foram 
levantados com o êmbolo de uma seringa de insulina, e transferidos para poços de 
uma placa para posterior análise citometria. A placa foi centrifugada a 1200 rpm 
durante 10 minutos, os sobrenadantes rejeitados, e a placa colocada em gelo. 
Adicionou-se, a cada poço, contendo aproximadamente 1,0×106 macrófagos, 20μL 
anti-FcγR11 10 μg/mL em tampão FACS (PBS com BSA 1% e 10mM azida) e 
incubou-se 15min no gelo e escuro. Em seguida adicionou-se, a cada poço, 5μL de 
mistura de anticorpos, cada anticorpo diluído 1:100 (no volume final) em tampão FACS 
e incubou-se 25min, no gelo e escuro. A mistura de anticorpos foi composta por: PE 
Hamster Anti-Mouse CD80, clone: 16-10A, PE-Cy7 Rat Anti-Mouse CD86, clone: 
GL1(ambos da BD Bioscience Pharmingen, San Diego, EUA) e Rat Anti-Mouse MCH 
II-Biotina, clone: NIMR-4 (Southern Biotech). Adicionou-se 150 μL de tampão FACS e 
 23 
 
as placas foram novamente centrifugadas a 1200 rpm numa centrífuga 4236 
Centrifuge durante 10 minutos. Rejeitou-se os sobrenadantes, adicionou-se 25 μL por 
poço de Streptobidina PE-Cy5 (1:100 em tampão FACS), homogenizou-se e a placa 
foi deixada a repousar durante 25 minutos no gelo e no escuro. Em seguida adicionou-
se 150 μL de tampão FACS, centrifugou-se durante 10 minutos a 1200 rpm e foram 
novamente rejeitados os sobrenadantes. Por fim adicionou-se 150 μL de tampão 
FACS e deixou-se a placa a 4º C até à hora de analisar as amostras no citómetro de 
fluxo. A análise estatística dos resultados obtidos através de citometria foi realizada 
com o software iGraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc La Jolla EUA), usando a 
Analysis of Variance 2 way (ANOVA). 
 
2.7 Quantificação de IL-12, IL-10 e TNF-α 
 
 As concentrações de IL-10 e IL-12 nos sobrenadantes de culturas de 
macrófagos infetados com NcT (2.6.1) foram determinadas com os kits “Mouse IL-10 
ELISA Ready-SET-Go!®” e “Mouse IL-12p70 ELISA Ready-SET-Go!®” (eBioscience, 
San Diego, EUA), que possuem uma sensibilidade de 30pg/mL e 15pg/mL, 
respectivamente, de acordo com as instruções do fabricante. As concentrações de 
TNF-α foram determinadas com o kit “Mouse TNF-α DuoSet®” (R&D Systems, 
Minneapolis, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. 
2.8 Infeção dos ratinhos e recolha de amostras biológicas 
  
 Os ratinhos divididos em 3 grupos de 5, dos quais 4 ratinhos em cada grupo 
foram infetados por via intragástrica (i.g.). Cinco horas antes de infeção foi retirada a 
comida. Cada ratinho foi anestesiado com 20 μL de uma mistura de anestésico, 
Rompun® (xylazina, Bayer) e Imalgene 1000® (ketamina, Merial) (com cerca de 100 
mg/Kg e 10 mg/Kg do peso do ratinho, respectivamente), por injeção intraperitoneal. A 
acidez gástrica foi neutralizada com 50 μL de uma solução de 10% de bicarbonato de 
sódio administrado através de entubação com uma algália de gato e 15 minutos 
depois infetou-se 12 ratinhos C57BL/6, por inoculação intra-gástrica, com 200μL de 
PBS contendo 5×107 NcT, isolados conforme o protocolo acima descrito e injetou-se 
200μL de PBS por via i.g. em três ratinhos controlo.  
Quatro ratinhos C57BL/6 infetados com NcT e um ratinho controlo ao qual foi 
administrado PBS foram anestesiados com isoflurano (IsoFlo®, Esteve Farma Lda., 
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Carnaxide, Portugal) e eutanasiados por deslocamento cervical 6 horas após infeção 
com NcT/PBS. O mesmo procedimento foi efetuado 12 e 18 horas após a infeção, 
recolhendo-se o intestino delgado (duodeno, jejuno e íleo, separadamente), intestino 
grosso (exceto após 6 horas) e gânglios linfáticos mesentéricos (GLM). Todos os 
órgãos recolhidos foram seccionados em duas partes iguais, uma das quais foi 
preservada em formol tamponado, e a outra congelada a -20ºC para extração de ADN. 
 
2.9 Análise imunohistoquímica  
 
2.9.1 Processamento dos tecidos  
 
Os órgãos, preservados em formol tamponado seccionaram-se em pequenas 
porções, e foram processados automaticamente até serem incluídos numa matriz de 
parafina. Por último foram cortadas secções de 3μm de cada bloco num micrótomo e 
aderidas a lâminas adesivadas com APES 
 
2.9.2 Imunohistoquímica  
 
A técnica de imunohistoquímica para deteção de NcT foi realizada usando o método 
descrito por Teixeira et al.(2007). As lâminas foram desparafinadas e rehidratadas pela 
imersão sequencial em, xilol (10min, duas vezes), etanol 100% (2min), etanol 95% 
(2min) e etanol 70% (2min). De seguida, lavou-se em água corrente, durante 10min,  
bloqueou-se a atividade das peroxidases endógenas com 3% de peróxido de 
hidrogénio em metanol, durante 10 min e lavou-se as lâminas 3 vezes, durante 5min, 
em TBS. As lâminas foram incubadas em câmara húmida, com soro normal de porco 
diluído (Dako, Glostrup, Dinamarca) a 1:5 em TBS com 10% de BSA (Sigma) durante 
20min, de modo a evitar ligações inespecíficas do anticorpo secundário a 
componentes celulares. Removeu-se o excesso de soro e incubou-se as lâminas com 
o anticorpo primário de coelho anti-N. caninum, diluído 1:2500 em TBS com 5% de 
BSA, “overnight”, a 4ºC, seguido do anticorpo secundário biotinado de porco anti-IgG 
de coelho (Dako) diluído 1:200 em TBS com 5% BSA durante 30min, e do complexo 
avidina-biotina-peroxidase (Dako), diluído 1:100 em TBS com 5% BSA, 30min. Por 
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último incubou-se, 7 min, com diaminobenzidina (Dako), de modo a promover a reação 
catalisada pela peroxidase e o desenvolvimento de cor. As lâminas foram deixadas em 
água corrente, durante 10min e foi efetuado o contraste com hematoxilina durante 5 
segundos, seguido de nova lavagem em água corrente durante 10min. Desidratou-se 
com a imersão sequencial em: etanol 70% (5min), etanol 95% (5min), etanol 100% 
(5min) e xilol (5min, duas vezes), e montou-se as lâminas com lamelas utilizando 
Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).  
O procedimento de imunohistoquímica utilizado para deteção de células que 
expressavam o antigénio F4/80 foi efetuado tal como descrito anteriormente, mas 
utilizou-se TBS contendo 0,05% de Tween 20 e incubou-se com soro normal de coelho 
(Dako) antes da incubação com o anticorpo primário (rato anti-ratinho F4/80 purificado, 
clone GM8) (BD Pharmingen) que se utilizou a 1:100 durante 1h a 37ºC. O anticorpo 
secundário utilizado foi coelho anti-IgG de rato biotinilado (Dako).  
2.10 Extração de ADN e PCR  
 
Foi extraído ADN do intestino delgado (duodeno, jejuno e íleo) e dos gânglios 
linfáticos mesentéricos dos ratinhos infetados com NcT (ratinhos eutanasiados 6, 12 e 
18 horas após infeção. Para isso, os órgãos foram homogeneizados em tubos 
eppendorf, com 500μL de tampão SE (NaCl 75mM e EDTA 25mM, pH 8), com ajuda 
de pistões (Sigma). Adicionou-se 20μL de Proteinase K (25mg/mL) (USB Corp, 
Cleveland, EUA) e 50μL de SDS a 10% a cada amostra, agitou-se no “vortex” e 
deixou-se, “overnight”, a 55ºC. Foram preparadas duas séries de tubos eppendorf, 
com 600μL de uma mistura de fenol (Sigma)–clorofórmio (Merck) (PC8) e transferiu-se 
os homogeneizados para a primeira série de eppendorfs que se centrifugou a 3644 g, 
durante 15min. Em seguida, a cada tubo eppendorf, retirou-se a fase aquosa 
(superior), transferiu-se para a segunda série de eppendorfs com a mistura PC8 e 
centrifugou-se novamente a 3644 g durante 15min. Retirou-se, novamente, a fase 
aquosa para novos eppendorfs, adicionou-se etanol 100% (2× o volume da fase 
aquosa) e acetato de amónia (o volume da fase aquosa) colocando em seguida os 
eppendorfs a -20ºC, “overnight”, para precipitação do ADN. Centrifugou-se o ADN a 
3644 g, 15min, 4ºC, desprezou-se o sobrenadante e lavou-se o “pellet” de ADN 2× 
com etanol 70%. O ADN foi seco à temperatura ambiente, durante cerca de 1h, e foi 
posteriormente ressuspenso num volume apropriado de água apirogénica, deixando-
se a rehidratar durante 2h. Quantificou-se o ADN total das amostras utilizando o 
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espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, EUA) e normalizou-
se a concentração destas para 200ng/μL.  
Com o objetivo de detetar e quantificar ADN de N. caninum no intestino 
delgado (duodeno, jejuno e íleo) e nos gânglios linfáticos mesentéricos de ratinhos 
C57BL/6 infetados com NcT, foi executado PCR quantitativa em tempo real (qPCR), 
utilizando Primer Forward Np21plus (5’ – CCC AGT GCG TCC AAT CCT GTA AC – 3’) 
e Primer Reverse Np6plus (5 ‘ – CTC GCC AGT CAA CCT ACG TCT TCT – 3’)  (TIB-
Molbiol, Berlin, Alemanha) . 
 
A mistura de amplificação foi preparada de acordo com a seguinte tabela: 
Reagentes/tub
o 
Primers 1× EXPRESS SYBR® 
GreenER™ qPCR 
Supermix (Invitrogen) 
Água 
apirogénica 
Amostra 
de ADN 
Np21plus Np6plus 
Volume/μL 0,25 5 3,5 1 
Tabela 1: Volumes dos reagentes necessários para a realização do real-time PCR. 
 
Foi adicionada a cada tubo 10μL de mistura de amplificação, contendo 1μL de 
ADN obtido em 2.8.4; além das amostras, também se amplificaram 5 padrões, que 
possuiam quantidades conhecidas de ADN de N.caninum, 10ng, 1ng, 0,1ng, 0,01ng e 
0,001ng. Os padrões foram utilizados de modo a construir uma curva padrão para 
posterior quantificação do ADN de N. caninum presente nas amostras. A qPCR foi 
efetuada num Termocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science, Sydney, Australia), 
de acordo com as especificações a seguir apresentadas:  
 
Estadio Nº de ciclos Temperatura/ºC 
Desnaturação 1 95 (desnaturação, 10min) 
Amplificação 50 
95 (desnaturação 30s) 
63 (emparelhamento 15s) 
72 (extensão 45s) 
Tabela 2: Condições aplicadas a cada estadio qPCR. 
Nota: A análise dos sinais de fluorescência foi efetuada com o software Rotor-Gene 6000 1.7 (Corbett Life Science). 
Foi também construida uma curva de “melting”, entre os 65ºC e os 95ºC, com aumentos de 0,02ºC/s, de modo a 
confirmar a especificidade do produto de PCR através da visualização de um único pico à temperatura de “melting”. 
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3. Resultados 
 
3.1 Avaliação da especificidade das IgGs purificadas 
 De forma a avaliarmos a especificidade das IgGs purificadas, foi testada por 
Western Blot a deteção imunoespecífica de antigénios de sonicado de N. caninum e 
extrato de proteínas de membrana de NcT. Como pode ser observado na figura 3 as 
imunoglobulinas purificadas são específicas para N. Caninum e reconhecem epítopos 
presentes na superfície dos seus taquizoítos. 
 
 
Figura 3: Padrão de bandas após imunodeteção de sonicado (Coluna 1b) e proteínas de membrana de NcT (Coluna 
1c) pelas IgGs específicas para NcT. Colunas 2b e 2c, com sonicado e proteína de membrana, respetivamente, 
incubados com IgGs não específicas para N. caninum. Os números à esquerda das membranas correspondem aos 
pesos moleculares, em kDa. 
 
 
Figura 4: Coloração de Prata do gel SDS PAGE. Coluna 1: marcador de pesos moleculares; 2: sonicado de 
N.caninum; 3: extrato de proteínas de membrana de NcT. Os números à esquerda do gel correspondem aos pesos 
moleculares, em kDa 
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3.2 Avaliação da opsonização de NcT por IgGs específicas 
 
De forma a avaliar a capacidade opsonizante de IgGs específicas para 
N.caninum, obtidas a partir do soro de ratinhos imunizados com antigénios deste 
parasita, para utilização em ensaios posteriores, incubaram-se NcT (1 106 / ml) com 
estas IgGs. As imunoglobulinas ligadas foram depois detetadas utilizando um anticorpo 
secundário conjugado com FITC, por análise em citometria de fluxo. Como pode ser 
observado na Figura 5, a intensidade média de fluorescência obtida para os parasitas 
marcados, foi maior na utilização das imunoglobulinas específicas para N. caninum, a 
uma diluição de 1:100, sendo esta a diluição usada para opsonizar NcT para serem 
utilizados na estimulação de macrófagos.  
 
 
Figura 5 – Análise, por citometria de fluxo, da capacidade opsonizante, in vitro, de NcT por anticorpos IgG obtidos de 
ratinhos imunizados com extratos antigénicos do parasita. (A) Os histogramas correspondem à intensidade fluorescência 
emitida por parasitas opsonizados com IgG específicas para N. caninum nas diluições 1:900, 1:300 e 1:100. Cinza: NcT e 
anticorpo secundário; verde: diluição 1:900; azul: diluição 1:300; rosa: diluição 1:100. 
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3.3 Análise da expressão de MHC classe II, CD80, e CD86 em 
macrófagos infetados com N. caninum 
 
Uma das características associadas à estimulação de macrófagos por 
microrganismos ou constituintes destes, é um aumento ou diminuição de moléculas 
apresentadoras de antigénio ou co-estimuladoras à superfície destas células. Em 
trabalhos anteriores com o protozoário T. gondii, foi mostrado que a opsonização dos 
parasitas por anticorpos afeta significativamente a sua entrada em macrófagos, bem 
como a sua subsequente ativação. Assim, de forma a avaliar se o mesmo poderá 
ocorrer na infeção por N. caninum, foram estimulados macrófagos de ratinho 
diferenciados in vitro a partir de percursores da medula óssea com diferentes números 
de parasitas viáveis não opsonizados ou opsonizados com IgG específicas, avaliando-
se por citometria de fluxo eventuais variações na expressão de moléculas 
apresentadoras de antigénio (MHC II) ou co-estimuladoras (CD80 e CD86). Do mesmo 
modo, foram também utilizados parasitas inativados, por irradiação, uma vez que 
estes poderão ter uma potencial utilização como antigénios-alvo em vacinação. 
Como pode observar-se na Figura 6, a expressão de CD86 foi 
significativamente superior ao controlo em macrófagos infetados com parasitas não 
tratados, na proporção de 0.25:1 (parasitas/macrófago) e estimulados com parasitas 
irradiados na proporção 0,5:1 e 0.25:1. A expressão de CD86 foi significativamente 
superior em macrófagos infetados com parasitas não tratados, na proporção de 0.25:1, 
do que em qualquer outra condição ensaiada. Este efeito estimulador já não era 
aparente, nas diferentes condições de infeção ou estímulo, comparativamente com o 
controlo, 24h após a infeção (Figura 6). Curiosamente, como se pode observar na 
Figura 6, a opsonização com anticorpos específicos para N. caninum ou mesmo com 
anticorpos não específicos, aboliu o efeito estimulador na expressão de CD86 induzido 
pelos taquizoítos. 
Foi também observado um aumento na expressão da molécula co-estimuladora 
CD80, na superfície de macrófagos 12 horas após o estímulo com parasitas viáveis ou 
irradiados (ambos nas proporções 0.25:1 parasitas/macrófago), comparativamente 
com o controlo não estimulado. Este efeito foi ainda observado em macrófagos 
estimulados com parasitas viáveis nas proporções de 0.1:1. Um efeito estimulador na 
expressão de CD80 foi observado ainda 24h após infeção, em macrófagos 
estimulados por parasitas viáveis ou opsonizados. Deve contudo referir-se que os 
aumentos na expressão de CD80 observados, não são muito elevados, não tendo sido 
obtida uma curva dose-resposta evidente. 
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Figura 6: Intensidade média de fluorescência (IMF) ± desvio padrão (n=3/grupo), avaliada por citometria de fluxo, 
devida à expressão de moléculas CD86, CD80 ou MHC II, como indicado, detetada à superfície de macrófagos 
diferenciados in vitro, 12 e 24 horas após estimulação com: meio (Cont.); NcT viáveis (NcT), NcT opsonizados com 
anticorpos IgG específicos (NcT + αNc1); NcT opsonizados com anticorpos IgG não específicos (NcT + IgG ne); NcT 
inativados por irradiação (NcT IRR). São indicadas as diferentes proporções de parasitas/macrófagos utilizadas. * 
indica uma diferença significativa em relação ao controlo negativo, e * indica uma diferença significativa em relação à 
infeção com NcT não tratados. (*P< 0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001). 
  
Como pode ser observado na Figura 6, não se detetaram variações 
significativas na expressão de MHC II na superfície de macrófagos estimulados nas 
diferentes condições utilizadas, incluindo os controlos não infetados.  
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3.4 Análise da produção de citocinas por macrófagos 
estimulados com N. caninum  
 
O reconhecimento de moléculas presentes na superfície de parasitas por 
células imunitárias, como os macrófagos, tem normalmente como consequência a 
estimulação da produção de citocinas por estas células. A produção de IL-12 por parte 
do hospedeiro está fortemente associada à resistência contra a infeção por N. 
caninum. Por outro lado, embora o papel da citocina pró-inflamatória TNF-α na 
neosporose não tenha sido ainda especificamente estudado, a produção desta citocina 
é normalmente um fator importante na resposta imunitária contra parasitas 
intracelulares, como N. caninum. A produção de IL-10 no decurso de infeções 
parasitárias pode por um lado associar-se a maior suscetibilidade do hospedeiro, bem 
como à limitação da resposta inflamatória, em níveis que não se tornem causadores 
de patologia. Assim, a concentração destas citocinas, foi avaliada nos sobrenadantes 
de culturas de macrófagos estimulados com diferentes números de parasitas viáveis 
não opsonizados ou opsonizados com IgG específicas ou não específicas, ou ainda 
com parasitas irradiados. Os sobrenadantes de culturas de macrófagos estimulados 
com LPS foram também utilizados como controlo positivo.  
Como pode observar-se na Figura 7, a estimulação de macrófagos com NcT 
viáveis levou a um aumento da produção de IL-12, detetado em sobrenadantes 
recolhidos 12 e 24 horas após a infeção. O aumento na produção de IL-12 foi ainda 
verificado 24 horas após estimulação dos macrófagos com parasitas opsonizados, 
atingindo os níveis mais altos detetados. Este efeito estimulador da opsonização foi 
observado mesmo utilizando anticorpos não específicos (Figura 7). O estímulo com 
NcT irradiados também levou a uma produção desta citocina, contudo em níveis mais 
baixos do que os detetados com os parasitas viáveis, com ou sem opsonização 
(Figura 7). A produção da citocina pró-inflamatória TNF-α também se detetou 
aumentada em macrófagos estimulados com as diferentes preparações de NcT, sendo 
mais evidente 24h após a estimulação. A estimulação com parasitas irradiados 
resultou, contudo, numa produção de TNF-α menor do que a detetada utilizando 
parasitas viáveis (Figura 7). A produção da interleucina imunossupressora IL-10 foi 
também induzida nos macrófagos estimulados com as diferentes preparações 
parasitárias. Contudo, 12 horas após o estímulo, os níveis de IL-10 encontravam-se 
aumentados de modo mais marcado, nos sobrenadantes das culturas estimuladas 
com parasitas não opsonizados, e com NcT irradiados em particular (Figura 7). Este 
aumento encontrava-se parcialmente abolido 24 horas após o estímulo, em que foi 
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detetada uma elevação mais marcada nos níveis de IL-10 nos sobrenadantes de 
culturas estimuladas com os parasitas opsonizados. 
 
  
Figura 7: Níveis de IL12, IL-10 e TNF-α, como indicado, detectados em sobrenadantes de culturas de macrófagos, 12 
e 24 horas após estimulação com: LPS (LPS); meio de cultura (Cont. Neg.); NcT viáveis (NcT), NcT opsonizados com 
anticorpos IgG específicos (NcT + anti-Nc1); NcT opsonizados com anticorpos IgG não específicos (NcT + Ac ne); NcT 
inativados por irradiação (NcT IRR). São indicadas as diferentes proporções de parasitas/macrófagos utilizadas. Cada 
barra representa uma mistura de três amostras de sobrenadante, em volumes iguais.  
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3.5 Presença de taquizoítos no trato gastrointestinal de 
ratinhos após infeção intra-gástrica. 
 
 A transmissão horizontal de N. caninum na natureza, ocorre essencialmente 
através do trato gastrointestinal, pela ingestão de oocistos. Apesar de ser 
genéricamente aceite que a entrada deste parasita no hospedeiro ocorre através da 
parede intestinal, não foi ainda caracterizado este processo e, nomeadamente, o tipo 
de células do hospedeiro envolvidas. Assim, neste trabalho utilizou-se um modelo de 
infecção desenvolvido no Laboratório de Imunologia do ICBAS, utilizando a 
administração intragástrica de taquizoítos, para tentar melhor compreender como 
estas formas parasitárias poderão invadir o hospedeiro ao longo do trato intestinal.      
 De forma a determinar o local onde os taquizoítos administrados 
intragastricamente poderão penetrar no a parede intestinal, o intestino dos animais 
infetados foi seccionado em duodeno, jejuno e íleo, tendo sido também recolhidos os 
gânglios mesentéricos visiveis. Destas secções foi extraído ADN e analisada a 
presença de ADN do parasita, por PCR quantitavo. 
 
Amostra 
6 horas 12 horas 18 horas 
n Concentração N Concentração n Concentração 
Duodeno 1/4 5,11×10
-10
 n/d - 1/4 4,83×10
-9
 
Jejuno n/d - n/d - n/d - 
Ileo n/d - n/d - n/d - 
GLM 1/4 1,88×10
-10
 n/d - n/d - 
Tabela 3: Na tabela acima podemos visualizar o resultado da qPCR. O n representa o número de amostras nas quais 
foi detetado ADN de N. Caninum de um total de 4 amostras relativas a 4 ratinhos. A concentração é dada em 
nanogramas de ADN de N. Caninum por micrograma de ADN  total. As duas amostras positivas das 12 horas foram 
recolhidas de ratinhos diferentes. 
 Foram analisados doze ratinhos infetados com taquizoítos, sacrificados 6, 12 e 
18h após a infeção e 4 controlos quatro controlos não infetados. Apenas foi detetado 
ADN de N. caninum em três. No grupo de ratinhos sacrificados 6 horas após a infeção 
apenas foram detetados, 5.11×10-10 ng de ADN de N. caninum/μg de ADN total 
extraído no duodeno de um ratinho, e 1,88×10-10 ng ADN de N. caninum/μg ADN total 
extraído nos GLM de um outro. No grupo de ratinhos sacrificados às 12 horas não foi 
detetado ADN de N. caninum, e no grupo de ratinhos sacrificados às 18 horas após a 
infeção detetou-se 4,83×10-9 ng ADN de N. caninum/μg ADN total extraído em apenas 
um ratinho (Tabela 3). Estes resultados parecem indicar que a entrada dos parasitas 
no hospedeiro ocorrerá rapidamente, em algumas horas, após a administração intra-
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gástrica. A deteção de parasitas nos GLM, poderá indicar que células imunitárias 
poderão participar no transporte e eventual disseminação dos parasitas no hospedeiro. 
Além da análise efetuada por PCR, foi ainda feita uma análise dos tecidos 
acima mencionados, por imunohistoquímica, com o objectivo de visualizar os parasitas 
e poder associar a sua localização a tipos celulares particulares. 
De entre os 12 ratinhos infetados, apenas foram detetados taquizoítos (Figura 
8), no intestino delgado de um ratinho pertencente ao grupo sacrificado às 12 horas 
pós-infeção.  
 
 
Figura 8- Análise imunohistoquímica do intestino delgado de um ratinho, 12h após infeção i.g. com 5×107 NcT. A 
marcação específica foi feita com um anticorpo policlonal de coelho anti-N.caninum (cor castanha indicada pela seta) e 
contraste com hematoxilina. Ampliação 400×, a barra corresponde a 50 μm. 
 
 Além da marcação específica para os taquizoítos, foi ainda ensaiada a 
marcação com um anticorpo específico para o marcador F4/80, com o objetivo de 
localizar macrófagos e/ou algumas células dendríticas, potencias células hospedeiras 
do parasita. Como pode observar-se na Figura 9, foram identificadas células com esta 
marcação numa zona correspondente à lâmina própria, e ainda, como esperado, em 
GLMs. Assim, esta marcação poderá ser utilizada em estudos futuros para uma 
análise conjunta com marcação específica para N. caninum.  
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Figura 9- Análise imunohistoquímica do intestino delgado (1) e de GLM (2) de um ratinho 12 e 6h após infeção 
intragástrica com 5×107 NcT, respetivamente, após marcação específica efetuada com anticorpo específico para o 
antigénio F4/80 (castanho) e contraste com hematoxilina. As setas brancas indicam células com marcação específica, 
ampliação 400×, a barra corresponde a 50 μm. 
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4. Discussão 
 
 Está amplamente descrito que a resposta imunitária protetora contra N. 
caninum tem essencialmente um cariz celular. Em particular, as células do sistema 
mononuclear fagocitário, nomeadamente macrófagos e células dendríticas, têm uma 
importância fundamental, não só como células apresentadoras de antigénios, ou pela 
sua ação fagocitária, como também pela capacidade de ativar e diferenciar as células 
T, através da libertação de citocinas tais como a IL-12 que de diversas formas 
contribuí para desencadeamento de uma resposta Th1, funcionando assim como uma 
ponte entre a imunidade inata e adquirida. Por outro lado, a produção de IL-10, que 
tem uma ação imunossupressora, pode contribuir para a limitação da resposta ou 
estar associada a uma maior suscetibilidade por parte do hospedeiro.  
Com a estimulação de macrófagos com parasitas não tratados, irradiados e 
opsonizados, procuramos verificar se as várias condições levavam à indução de 
respostas diferentes entre si, ou pelo menos com uma intensidade diferente. A 
estimulação dos macrófagos com parasitas viáveis, não tratados, levou a um aumento 
da expressão de CD80 e CD86. A expressão de CD86 detetou-se aumentada logo 12 
horas após o estímulo, enquanto o aumento da expressão de CD80 apenas foi 
verificado mais tardiamente, 24 horas após o estímulo. Esta observação está de 
acordo com resultados anteriores que mostraram que a expressão de CD86 é induzida 
mais rapidamente que a de CD80, e tem um papel mais ativo no início da resposta 
imunitária103. Apesar de se ter verificado também um aumento da expressão de CD80 
e CD86 induzida por parasitas irradiados, a intensidade de expressão destes 
marcadores foi, em geral, menor do que a induzida pelos parasitas não tratados. A 
opsonização por IgGs específicas causou, em geral a abolição do efeito estimulatório 
dos parasitas. Finalmente, a expressão de moléculas MHC II à superfície dos 
macrófagos não foi significativamente afetada por qualquer um dos estímulos 
utilizados. 
 No seu conjunto, estes resultados não parecem estar de acordo com outros 
trabalhos publicados, nomeadamente por Dion et al. 201140 ou Nishikawa et al.32 em 
que a infeção com taquizoítos vivos leva ao aumento da expressão de MHCII 
(verificado em ambos os trabalhos), e à diminuição da expressão de CD86 (verificado 
apenas no trabalho por Dion et al). Convém no entanto referir que em ambos os 
trabalhos foram utilizados macrófagos peritoneais, cuja produção foi induzida por 
injeção intraperitonial de tioglicolato a 3%, o que poderá levar a alguma variação de 
resultados. No trabalho realizado por Nishikawa et al. esta sobrexpressão de MHCII 
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está aparentemente dependente da presença de IFN-γ, o qual não se trata de uma 
variável presente nas condições utilizadas na nossa experiência. Sabemos também 
que o Toxoplasma goondi tem a capacidade de inibir a apresentação de MHCII em 
macrófagos através da inibição de translocação nuclear de STAT1alpha, e em células 
neurais apresentadoras de antigénios inibindo o transativador de classe II CIITA104,105. 
Dada a sua semelhança com o N. caninum podemos colocar a hipótese que este 
também possa possuir mecanismos semelhantes. 
 Neste trabalho avaliamos também a produção das citocinas, IL-12, TNF- e IL-
10, por parte dos macrófagos estimulados com as diferentes preparações de NcT. Em 
geral a quantidade de citocinas produzida tanto às 12 como às 24 horas, é 
aparentemente superior ao controlo, sendo a diferença maior detetada ao fim das 24 
horas e em macrófagos estimulados com NcT não irradiados. A irradiação vai levar a 
que os parasitas percam a capacidade de se multiplicar, apesar de manterem a sua 
capacidade de invasão celular89. No entanto existem diversos processos 
desencadeados pelo parasita após entrada na célula, como libertação de proteínas a 
partir de roptrias e grânulos densos ou a alteração da sua superfície65,66,67, que se 
desconhece como reagem à irradiação, assim como não sabemos qual a contribuição 
destes mesmos processos para a ativação do macrófago. Apesar de in vitro a ativação 
de macrófagos e produção de citocinas detetada parecer ser inferior usando parasitas 
irradiados comparativamente com os parasitas não tratados, já foi demonstrado que a 
vacinação com parasitas irradiados, protege contra a infeção letal89. Foi também 
descrito que as células esplénicas de ratinhos vacinados, produzem níveis elevados 
de IFNγ, IL-10, e pequenas quantidades de IL-4, detetando-se no soro dos ratinhos 
vacinados anticorpos IgG1 e IgG2a89. Ou seja, a vacinação com parasitas irradiados 
levou à indução de uma resposta balanceada Th1 e Th2. Cabe contudo referir, que em 
outro trabalho, a imunização de ratinhos com NcT irradiados levou a um aumento da 
suscetibilidade à infeção sistémica por N. caninum106. A deteção de níveis altos de IL-
10 nas culturas estimuladas com NcT irradiados, 12 horas após a estimulação, poderá 
estar de acordo com o aumento de suscetibilidade reportado. Assim, a possível 
utilização dos parasitas irradiados na imunização contra N. caninum, deve ser 
encarada com alguma precaução, sendo necessários estudos mais conclusivos para 
avaliar da sua pertinência. 
 Os anticorpos estão associados à proteção contra vários tipos de 
microrganismos, através de funções como a neutralização de toxinas ou vírus, ou a 
opsonização de forma a promover a fagocitose, ativação do complemento, indução de 
respostas oxidativas e citotoxicidade dependente de anticorpos. Neste trabalho a 
opsonização apenas pareceu promover a produção de IL-12, e, surpreendentemente 
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foi indiferente a utilização de um anticorpo específico ou não específico. Esta 
redundância entre a opsonização com anticorpo específico e não específico é difícil de 
explicar, uma vez que por Western blot não se verificou a ligação de anticorpos no 
soro não específico a proteínas do parasita. Seria pertinente avaliar em estudos 
futuros se os anticorpos não específicos poderão atuar diretamente nas células do 
hospedeiro. Sabemos que anticorpos direcionados contra as proteínas de superfície 
NcSRS2 e NcSAG1 inibem a invasão e adesão da célula do hospedeiro31,44,107. Não foi 
no entanto avaliado se a entrada no macrófago se deu de forma diferente, o que seria 
interessante de verificar, uma vez que a opsonização deveria promover a fagocitose. 
Por outro lado, também não sabemos se a preparação de IgG utilizada na experiência 
tem a mesma capacidade, uma vez que não foi determinado a que proteínas 
particulares do parasita se ligaram estas imunoglobulinas. Ainda na análise da 
expressão de MHCII e moléculas co-estimuladoras à superfície dos macrófagos, 
verificamos que mesmo entre as réplicas da mesma condição se verificou uma 
variação muito grande. Um dos motivos pelo qual esta variação pode ter ocorrido, será 
a posição na placa de 24 poços. Verificamos microscopicamente que nos poços do 
interior da placa o número de células mortas era inferior ao dos poços mais periféricos, 
o que poderá levar a uma variação nos resultados tanto da produção citocinas como 
da análise da expressão de MHCII, CD80 e CD86. Para evitar esta situação, a cultura 
de macrófagos poderia ser feita em placas de Petri, e a passagem para as placas de 
24 poços na altura da infeção, mas tal implicaria, mais um processo de levantamento 
de células, o que só por si levaria à morte de mais macrófagos. 
 É também importante ter em consideração que uma resposta imunitária é um 
processo complexo que não envolve apenas um tipo de células. Seria interessante, 
por exemplo, ver como estas células responderiam na presença de IFN-γ, ou como 
poderiam variar os resultados, com diferentes tipos de IgG usados na opsonização. 
Outra proposta interessante poderia ser a infeção in vivo, com posterior recolha de 
células esplénicas. 
 Como já foi referido, a infeção por N. caninum pode ocorrer essencialmente por 
duas vias, transplacentária ou oral. A via oral dá-se geralmente através da ingestão de 
oocistos por hospedeiros intermediários e de quistos teciduais pelos hospedeiros 
definitivos. Com a análise da presença de taquizoítos no intestino de ratinho por 
pesquisa de ADN e imunohistoquímica, procuramos identificar os tempos e principais 
locais de entrada do parasita no organismo do hospedeiro. De forma a simular a 
ingestão do parasita foi inoculado por via intragástrica uma quantidade de 5x107 
taquizoítos, em 12 ratinhos, sendo estes posteriormente divididos em 3 grupos de 4, e 
sacrificados às 6, 12 e 24 horas após a infeção. Através de imunohistoquímica foi 
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possível encontrar um parasita no intestino delgado de um ratinho sacrificado 12 horas 
após a infeção, sem serem visualizados sinais de inflamação associados. Uma vez 
que se verificou a exequibilidade da marcação específica do antigénio F4/80, expresso 
em macrófagos e algumas células dendríticas na lâmina própria do intestino delgado e 
em GLM, seria interessante avaliar se estas células poderão ficar infetadas nesses 
locais, sendo necessário detetar simultaneamente os NcT usando uma marcação 
apropriada. 
 A pesquisa de ADN por qPCR foi concordante com os resultados da 
imunohistoquímica. Foi detetado ADN de N. caninum no duodeno de dois ratinhos e 
nos GLM de um terceiro ratinho às 6 horas após infeção. Apesar de a quantidade de 
ADN detetado ser baixa e detetada em poucos ratinhos, podemos concluir que a 
entrada do parasita pode dar-se através do intestino delgado, e que ocorrerá a um 
tempo precoce, inferior a 6 horas após a infeção. A pouca quantidade de ADN 
detetado, e o fato de este não estar presente em todos os ratinhos poderá estar 
relacionada com os mecanismos de defesa do intestino, tais como a camada mucosa, 
que graças à sua viscosidade e fluxo constante afastam os parasitas da parede 
intestinal, e as tight junctions, ligações intercelulares que impedem a passagem de 
microrganismos pelos espaços entre as células epiteliais. Estes, entre outros 
mecanismos, vão levar a que o número de parasitas que conseguem de facto, chegar 
a infetar o hospedeiro seja muito inferior ao número de parasitas inoculados, dando-se 
a sua multiplicação e aumento exponencial, após a infeção inicial, já nas células do 
hospedeiro. Deve também ser referido que as lavagens realizadas durante a 
preparação do intestino recolhido podem ter arrastado juntamente com o muco uma 
grande percentagem dos taquizoítos que não chegaram a ultrapassar a camada de 
células epiteliais, e que o protocolo de extração de ADN foi adaptado de um usado 
para extração de ADN de cérebro. Uma vez que se tratam de tecidos extremamente 
diferentes, e que não foram levadas em consideração as especificidades de cada um, 
como os diferentes contaminantes e princípios ativos como proteases, mucinas, e 
componentes da flora bacteriana normal do intestino, não sabemos que tipo de efeito 
podem ter tido na reação de qPCR, o que é apoiado pelo fato de o grau de pureza do 
ADN extraído dos GLM apresentar um grau de pureza bastante superior ao ADN 
extraído do intestino. Em relação à imunohistoquímica para além de grande parte dos 
fatores já referidos, há que ter em atenção que só a área de superfície do intestino de 
um ratinho são aproximadamente 1.41m2 108, e a área que pôde ser efetivamente 
processada, é consideravelmente menor. 
 O GALT é uma das maiores estruturas linfoides do organismo, está dividido de 
forma simplificada por células disseminadas na lâmina própria, placas de Peyer e 
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GLM, existindo um circuito entre estes órgãos, de forma a existir um local de contacto 
com antigénios, separado do local de processamento e maturação das células 
imunitárias109. Ao encontrarmos ADN de parasita no duodeno e em GLMs, e 
visualizarmos marcação específica para antigénio de N. caninum na lâmina própria do 
intestino delgado no tempo mais precoce, podemos deduzir que desde a ingestão, os 
taquizoítos atingem os GLM em menos de 6 horas, e que possivelmente utilizam para 
isso, o circuito fornecido pelo GALT, infetando os macrófagos ou células dendríticas na 
lâmina própria e placas de Peyer, e aproveitando a migração destas células para os 
gânglios linfáticos. 
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5. Conclusão e Perspetivas Futuras 
  
Com a realização deste estudo procuramos caracterizar a resposta in-vitro de 
macrófagos a estímulos diferenciais de NcT não tratados, irradiados, e opsonizados. 
Com esse objetivo, foi medida a produção das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-α, assim 
como a expressão de CD80, CD86 e MHCII à sua superfície. Às 24 horas verificou-se 
que todas as condições induziram um aumento generalizado na produção de citocinas 
em relação ao controlo, embora a irradiação tenha aparentemente reduzido a 
capacidade ativação de macrófagos por parte do parasita, e a opsonização tenha 
induzido uma produção superior de IL-12, indiciando uma ação pró-inflamatória. 
Verificamos também que a expressão de MHCII aparentemente não é alterada por 
nenhuma das condições de infeção, O mesmo acontece com CD86 às 24 horas em 
relação ao controlo. A variabilidade entre os diferentes rácios na expressão de CD80 
torna difícil tirar uma conclusão a partir dos resultados aqui obtidos. No entanto, uma 
vez mais a irradiação de NcT, parece inibir a capacidade do parasita de estimular 
macrófagos.  
Apesar destes resultados sugerirem que os parasitas irradiados não serão um 
bom estímulo vacinal, existem trabalhos com resultados contraditórios em relação à 
sua eficácia por Teixeira et al.106, e Ramamoorthy et al.89, indicando a necessidade de 
estudos mais conclusivos, antes de uma possível utilização ou exclusão definitiva na 
imunização contra N. caninum. 
Mostrou-se também que os taquizoítos de N. caninum atravessam a parede 
intestinal e conseguem alcançar os gânglios linfáticos mesentéricos num curto período 
de tempo, neste caso em menos de 6 horas. Uma vez que não se identificou 
simultaneamente NcT e marcação específica para F4/80, não é possível afirmar que 
estes infetaram macrófagos ou células dendríticas da lâmina própria, mas a 
observação de marcação específica para ambos neste local é um forte indício para 
que tal tenha acontecido. Os resultados também parecem indicar que o parasita 
aproveita os circuitos do GALT para atingir os GLM, podendo a partir daí entrar na 
circulação linfática e sanguínea. No futuro seria interessante repetir o trabalho com 
células dendríticas, uma vez que estas complementam a função dos macrófagos como 
células apresentadoras de antigénios e ativadores da imunidade celular, ou, usando 
macrófagos, introduzir IFN-γ como variável, de forma a avaliar a influência que este 
tem na resposta dos macrófagos às diferentes condições. Seria interessante também 
repetir a imunohistoquímica de forma a confirmar a invasão de Células Dendríticas e 
Macrófagos na lâmina própria. 
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